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оказано, что поли-N-винилкапролактам увеличивает скорость гидролиза субстрата бензоил-
аргинин пара-нитроанилида трипсином при 250С. Предполагается, что найденный эффект 
является следствием комплексообразования белка с полимером, влияющего на конформацию 
фермента и вызывающего снижение константы Михаэлиса и увеличение Vmax. 
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Введение 
Биокатализаторы, обладая высокой специ-
фичностью и активностью, как правило, имеют 
существенный недостаток – низкую термичес-
кую стабильность [1]. Из литературы известно о 
стабилизирующем влиянии некоторых полиме-
ров на конформационную устойчивость белков 
в условиях денатурации [2, 3]. Из исследуемых 
полимеров особый интерес, на наш взгляд, 
представляют поли-N-виниламиды и, в част-
ности, поливинилкапролактам (ПВК). Этот по-
лимер обладает высокой комплексообразующей 
способностью, биоинертностью, наличием ниж-
ней критической температуры растворения 
(НКТР) в диапазоне физиологических тем-
ператур (32–350С), что позволяет использовать 
его для иммобилизации биокатализаторов, раз-
деления и концентрирования белков, изготов-
ления лекарств пролонгированного действия.  
По мнению авторов [4–7], основной при-
чиной стабилизации ферментативной актив-
ности белка поливинилкапролактамом при тер-
мическом нагреве является способность ПВК 
менять свое фазовое состояние в узком интер-
вале температур вблизи НКТР. С использо-
ванием методов спиновых меток, люминес-
центной поляризации, ЯМР и др. [8–10] 
показано, что при этом полимерный клубок 
сжимается в результате гидрофобного взаимо-
действия, уменьшается сегментальная подвиж-
ность макромолекулы, и захваченный фермент 
теряет способность изменять свою структуру и 
денатурировать. С другой стороны, процесс 
термостабилизации можно рассматривать и в 
более широком аспекте, а именно, учитывать 
кооперативное взаимодействие белка и поли-
мера, сопровождающееся образованием мно-
жественных связей различной природы. Как 
макромолекула синтетического полимера, так и 
молекула фермента содержат функциональные 
группы, которые могут образовывать комп-
лексы, например, за счет водородных связей, 
донорно-акцепторного и гидрофобного взаимо-
действия и т.д. Такое взаимодействие может 
влиять на ферментативную активность белка 
как при температуре ниже НКТР, так и после 
осаждения полимера. В литературе [2, 11, 12] 
нет однозначного мнения о роли полимера и его 
комплексообразования с ферментами в процес-
сах биокатализа. 
В этой связи в настоящей работе иссле-
довано влияние поли-N-винилкапролактама на 
стабилизацию трипсина при температуре ниже 
НКТР. 
 
Экспериментальная часть 
В работе использовали поливинилкапро-
лактам (ПВК) с молекулярной массой 1∙106 Да и 
трипсин (ООО «САМСОН-МЕД», Санкт-Петер-
бург). Активность трипсина определяли по ре-
акции его с субстратом – бензоил-аргинин пара-
нитроанилидом (BAPNA). Образующийся при 
гидролизе амидной связи п-нитроанилин фик-
сировали спектрофотометрически (l = 400 нм, 
e = 10000 моль–1л см–1). Реакцию проводили в 
среде Трис-HCl буфера, pH 8.0. В работе ис-
пользовали как водный буфер, так и буфер с 
добавкой ПВК. Начальную скорость фермента-
тивной реакции определяли по наклону линей-
ной части кривой накопления п-нитроанилина в 
течение первых 20–40 с (глубина гидролиза 
субстрата 10–20%) после начала реакции 
(опт. ед./мин). УФ-спектры регистрировали на 
спектрофотометре Helios Alpha Local Control 
System фирмы «Termo Spectronic» (США). Для 
обработки экспериментальных данных в работе 
использован метод интерполяции.  
 
Результаты и их обсуждение 
При определении ферментативной актив-
ности трипсина при комнатной температуре в 
водном буфере и в буфере с добавкой ПВК 
показано (рис. 1), что введение полимера спо-
собствует повышению активности фермента 
при прочих равных условиях. Кроме того, из 
П 
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табл. 1 видно, что разность в активности трип-
сина, определенная в водном буфере и в буфере 
с добавкой ПВК, зависит от соотношения 
фермента и субстрата и максимальна при его 
наименьшем значении, с увеличением концент-
рации трипсина эта разница нивелируется. 
Для вычисления константы Михаэлиса в 
настоящей работе проведен ряд экспериментов 
по определению каталитической активности 
трипсина при постоянной его концентрации и 
переменной концентрации субстрата. Все изме-
рения проводились при комнатной температуре 
в водном буфере и в буфере с добавкой 2% 
ПВК. По тангенсу угла наклона касательной 
определена скорость взаимодействия трипсина 
с субстратом. По этим данным построена 
зависимость V = f ([S]). Для расчета эти графи-
ки были линеаризованы методом двойных 
обратных величин (метод Лайнуивера–Берка) в 
зависимость 1/V от 1/[S0]. Константу KM опре-
деляли по отрезку, отсекаемому прямой на оси 
абсцисс. Кинетические данные ферментатив-
ного гидролиза в водном буфере и в буфере с 
добавкой ПВК в координатах Лайнуивера–
Берка представлены на рис. 2 и 3. 
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Рис. 1. Каталитическая активность трипсина  
в различных средах: 1 – в буфере, содержащем  
2% мас. ПВК; 2 – в буфере, содержащем  
2% мас. поливинилпирролидона (ПВП);  
3 – в водном буфере. [Тр] = 5 мкМ. 
 
 
 
Таблица 1. Взаимодействие трипсина (Тр) с субстратом (S)  
в различных условиях ([S] = 115 мкM) 
[Тр], 
мкM [Тр]/[S]
.102 
Скорость реакции Тр с S, опт. ед./мин 
V2/V1 в водном буфере,  
V1 
в буфере с добавкой  
2% мас. ПВК, V2 
8.0 6.96 0.14 0.13 0.93 
4.0 3.48 0.08 0.10 1.25 
2.0 2.74 0.04  0.075 1.87 
0.8 0.70 0.005 0.01 2.00 
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Рис. 2. Кинетические данные гидролиза BAPNA трипсином в водном буфере  
в координатах Лайнуивера–Берка. [Тр] = 5 мкМ; [S] = 4.3·10–5 – 9.4·10–4 М. 
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Рис. 3. Кинетические данные гидролиза BAPNA трипсином в буфере, содержащем 
ПВК, в координатах Лайнуивера–Берка. [Тр] = 5 мкМ; [S] = 1.1·10–4 – 9.1·10– 4 М. 
 
Полученные кинетические параметры 
уравнения Михаэлиса–Ментен представлены в 
табл. 2, из которой видно, что для реакций в 
водном буфере и в буфере с добавкой ПВК 
отличаются как константа Михаэлиса, так и 
Vmax. KM реакции в буфере с добавкой ПВК 
почти в 1.5 раза ниже, чем в водном, что 
говорит о более эффективном связывании 
субстрата с ферментом. Скорость гидролиза 
субстрата в буфере с добавкой ПВК возрастает 
в 1.4 раза, по сравнению со скоростью гид-
ролиза в водном буфере. 
 
Таблица 2. Кинетические параметры гидролиза субстрата BAPNA трипсином при 25°С ([Tp] = 5 мкМ) 
Буфер KM, мM Vmax.10–6, моль/л∙ Коэффициент корреляции R 
водный 0.462 ± 0.002 0.75 ± 0.002 0.9981 
с добавкой ПВК 0.316 ± 0.002 1.07 ± 0.002 0.9986 
 
На основании полученных данных можно пред-
положить, что увеличение активности трипсина в 
присутствии ПВК происходит за счет взаимодейст-
вия трипсина с ПВК, который, как известно [2], 
обладает высокой комплексообразующей спо-
собностью. Это приводит к изменению кон-
формационного состояния фермента и определяет, в 
конечном счете, активность биокатализатора.  
Таким образом, способность к комплексо-
образованию реагирующих веществ может оп-
ределять и ферментативную активность трип-
сина. И для сравнения в работе исследован другой 
поли-N-виниламид – поливинилпирролидон (ПВП), 
который по литературным данным [2] имеет более 
низкую величину константы комплексообразования 
с некоторыми белками, чем ПВК. И, как показано 
в настоящей работе, в этом случае наличие 
полимера слабо влияет на ферментативную 
активность трипсина при 250С (см. рис. 1), т.е. 
действительно, прослеживается взаимосвязь 
между способностью фермента и полимера к 
комплексообразованию и скоростью фермен-
тативного гидролиза субстрата под действием 
биокатализатора. 
С другой стороны, как отмечалось, актив-
ность трипсина определяли по скорости образу-
ющегося при гидролизе амидной связи субст-
рата п-нитроанилина, который фиксировали 
спектрофотометрически. Можно предположить, 
что полярный п-нитроанилин образует комп-
лекс с ПВК, что приводит к увеличению его 
коэффициента экстинкции и, соответственно, 
«кажущейся» активности трипсина. Действи-
тельно, сравнение УФ-спектров п-нитроанилина 
в водном буфере и буфере с добавкой ПВК 
показало, что наличие ПВК (2%) приводит к 
батохромному сдвигу максимума поглощения 
(+4 нм) и незначительному росту интенсив-
ности поглощения (в 1.15–1.20 раза при 400 
нм). В то же время, кинетическая активность 
трипсина (рис. 1), измеренная при той же длине 
волны (400 нм), возрастала в 1.8-2.0 раза при 
тех же условиях. Кроме того, в работе показано, 
что при увеличении концентрации ПВК в 
буфере от 1 до 4% мас. оптическая плотность 
(400 нм) п-нитроанилина в этих растворах 
возросла лишь в 1.1 раза, что не может из-
менить вывода об увеличении активности 
трипсина в присутствии ПВК.  
Таким образом, комплексообразование ПВК 
с трипсином при комнатной температуре 
приводит к неденатурирующему изменению 
конформации белка, что способствует росту 
сродства к субстрату, т.е. снижению константы 
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Михаэлиса и, в конечном счете, увеличению 
каталитической активности фермента. Такое 
взаимодействие может влиять на фермента-
тивную активность белка и при температуре 
выше НКТР, т.е. после осаждения полимера. 
При этом возможность комплексообразования 
ПВК и с другими компонентами реакционной 
системы, в частности, п-нитроанилином, может 
привести к изменению величины коэффициента 
экстинкции п-нитроанилина, что необходимо 
учитывать при спектральном методе опреде-
ления кинетической активности не только трип-
сина, но и других подобных систем. 
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It is known that some synthetic polymers can enhance the stability of some proteins including enzymes against 
thermal denaturation. An important example of such behaviour is poly-N-vinylcaprolactam (PVC), although the 
mechanism of this phenomenon is not fully understood. This paper deals with this problem with the system PVC-
trypsin as an example. PVC is a polymer, which has lower critical solution temperature (LCST) in aqueous 
solution. It is shown that the rate of enzymatic hydrolysis of a substrate – benzoyl arginine – n-nitroanilide 
(BAPNA) – with trypsin in aqueous solutions of PVC at 25ºC is higher than that in the buffer solution. It is 
supposed that this effect is a consequence of the complex formation of trypsin with PVC affecting the 
conformation of the protein and binding of the substrate. The complexation brings about a decrease of the 
Michaelis constant and an increase of the rate of the biocatalyst interaction with the substrate. It is found that the 
activity of trypsin depends on the ratio of the enzyme to the substrate. The complexation of trypsin to poly-N-
vinylcaprolactam can have influence on the enzymatic activity of the protein at temperatures above LCST, as well 
as on trypsin trapping in the precipitating polymer. It is noted that, when one determines the enzyme activity by 
spectral methods, it is necessary to take into account the possibility of complex formation of the polymer with 
another substance in the reaction system, which can cause errors. 
Key words: trypsin, enzymatic activity, LCST, poly-N-vinylcaprolactam, Michaelis constant. 
